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論 文 内 容 要 旨
空胴病菌 〔Eプ痂 η勿oα70'oθ07αsubsp・6σ70Jooo7α(Jones190DBergey,Harrison,Breed,
HammerandHuntoon1923〕に よるタバ コの病害 には,本 畑 で発 生す る空胴病 と,乾 燥 中に収穫葉
に発生す る吊腐 れ病 とがあ る。本 病は,東 北地方で主 に栽培 されてい るバー レー種 お よび第5在 来種 タ
バ コに発生 が多 く,多 雨年には被 害面積 が耕作面積の10%以上 に及ぶ こともあ る重要病害で ある。
近年,タ バ コにおける病害 の多 くは,抵 抗性 品種 の育成,導 入 などによ り,そ の被害 はか な り軽減 さ
れて きて いるが,本 病 の場合 には,抵 抗性 の母 本 となる品種 が未 だに発見 されてお らず,そ の対策 に苦
慮 して いるのが実状で あ る。
本論 文は,タ バ コ空胴病防 除法 の基礎 資料 を うる目的で,細 菌 の増殖 に伴 う糖 の分解 によ り産 生 され
る有機 酸が,細 菌の増殖 およびペクチ ン分解 酵素活 性に及 ぼす影 響か ら病原性の発現機構 について検討
した実験結果 の概要 であ る。
1タ バコ空胴病菌の集落型と病原性
1979,1980年の2ケ 年間に,東 北地方の タバ コ(品 種:バ ー レー21,白遠州1号)か ら,空胴病 菌197
株 を秀離 した。 これ らの菌株 は,変 法 ドリガル スキー培 地の平板 上に形成 され る集落の特徴 か ら,1型
菌お よびH型 菌 に類別 された。1型 菌 は糖の分解 によって産 生 された有機酸を増殖 に利用で き る菌群 で
あ り,H型 菌はその有 機酸が培地中に集 積 して培地中のpHを 著 しく低 下 させ るため,死 滅 の経過 をた
どる菌群で ある。 これ らの1,∬ 型 菌はいずれ も,タ バ コの品種 や栽 培地域 に関係 な く分離 され る。 そ
の分離頻度 は,1型 菌74%,H型 菌26%で,1型 菌の方が多 か った。
1,H型 菌 の生理 的性質 には,大 きな差異 はみ られな いが,糖 の分解 に伴 う酸の産生 を調べ るVoges-
Proskauer試験 では1型 菌が陽性 で1型 菌が陰性,MethylRed試験 では1型 菌が陰性でH型 菌が 陽
性 な どの差異 がみ られた。
1型菌 は 且型菌 よ り大型病斑 を形成 し(図1),細 菌培養酒液 の葉 肉組織崩壊 力 も強か った(図2)。
さらに感染 に要す る菌数 は,皿 型 菌は1型 菌の10～100培で あ った。 すなわち,病 原性 は,1型 菌が 且
型菌 よ り強か った。
豆 タバコ空胴病菌の病原性に関与する要因
L空 胴病菌の増殖と有機酸産生
タバコ葉中肋部および葉肉部組織内における1型菌は,1型 菌より増殖が旺盛で,病 斑形成が速かっ
た。 この差異は生育の進んだタバコで,また接種細菌濃度が低いほど顕著であった。生育の進んだタバ
コの葉肉部組織内ではH型 菌は増殖 しなかった。
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病 斑 長 葉肉組織崩壊所要時間翻
図11型 菌お よびII型菌のタバ コ中 図2空 胴病 菌培養 瀕液の タバ コ葉 肉
肋 に対す る病原性 組織崩壊力
本病発生 の多 いバ ー レー種 お よび第5在 来種 タバ コは白色型品種で あるが,在来種 タバ コ品種の水府,
国分お よび大だ るまの緑色系 統 と,こ れ らにバ ー レー種 タバ コの白色性遺伝子 を導入 した白色 系統 にお
いて,本 細菌 の病原性 を比較 した結果,こ れ らの タバ コ系統の いずれ において も,1型 菌はH型 菌 よ り
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c)培地中のpH変 動
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図31型 菌および∬型菌のグルコース添加培地における
増殖と培地中のpHの 変動および有機酸産生
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大病斑を形成 した。また両菌系のいずれによっても,白色
系統タバ コは緑色系統タバコより大病斑を形成 した。
H型菌の増殖が困離か,あ るいは増殖が緩慢なタバコ,
すなわち生育の進んだタバコの葉内部および前記の在来種
タバコの緑色系統における組織のそれぞれの糖含量は,タ
バコ葉中肋部および白色系統と比較 していずれも2～4倍
の高い値を示 し,罹病性と糖含量に負の相関が認められた。
軟腐病斑が形成 されたタバコ葉の中肋部か ら検出された
有機酸は,酢 酸を主とし,1型菌では1型菌の1.5～4倍
の高い値を示 し,菌型による有機酸産生量に著 しい差異が
認められた(表1)。
次に,以 上のよ うな宿 主組織 の現象 につ いて,合 成
培地を用いて検討 した。 合成 培地にお いて は,1型 菌
とH型 菌の増殖に利 用 され る糖 の種類 に差異 はみ られ
なかった。 しか し,増殖に伴 って産生された有機酸の種類
および量には,1型 菌とH型菌で差異がみられた。すなわ
ち,1型 菌は乳酸,酢 酸,ク エン酸,コ ハク酸などを,H
.型菌は乳酸,酢 酸およびピル ビン酸をそれぞれ産生 し,乳
酸および酢酸産生量は,H型 菌の方が多か った。 グルコー
ス濃度と本細菌の増殖 との関係をみると,1型 菌は0.1～
LO%の いずれの濃度でも良好に増殖 してグルコースを消
費 した。一方,H型 菌は0.2%以上では培地中に酢酸,乳
酸を集積 して培地中のpHを5以 下に低 下 させ るため,
増殖が停止 し,やがて死滅 した(図3)。しか し,培養中に
NaOHを添加 して培地中のpHを6以 上に調整 したときは,
1型菌は増殖を継続 し,酢酸産生量を増加させた。この場
合,ピ ルビン酸の産生量は1μM/㎡以下に止まった(図4)。
すなわち,H型 菌の増殖による最終生産物が酢酸であるこ
とが明 らか となった。
タバコ植物の細胞間中層の主要構成物質であるペクチ ン
酸は,炭 素源として本細菌によく利用 され,0,1～0.3%
へ
で旺盛な増殖を示 したが,増 殖量は1型 菌の方が多かった。
1%ペクチン酸添加培地で48時間静置培養 したとき,1型
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表1空 胴病菌を接種 したタバコ中肋部
における有機酸産生量a
産生有機酸 1型菌 H型菌
酢 酸
乳 酸
34μM〃組織120μM/9組織
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a:30葉期 の14～15枚目 に106ce11sの空 胴
病 菌 を接 種 して,30℃ で24時間 後
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図4培 養中にpHを 調整 した培地にお
けるH型菌の増殖と有機酸産生
菌でユ2～19μM,H型菌で120～160μMの 酢酸が検 出された(表2)。 この場合 も豆型菌にお ける酢酸
の著 しい集積がみ られ た。
炭 素源 と して,菌 の増殖 に利 用された有機 酸の種類 には,両 菌間 で差異 はみ られなか った。すなわち,
ピル ビン酸,ク エ ン酸,リ ンゴ酸,コ ハ ク酸 は,両 菌の増殖 によ く利用 されたが,酢 酸 と乳酸は利用 さ
れなか った。 有機 酸で培地 のpHを 調整 す ると,酢 酸 はpH5.9以 下で,乳 酸 はpH5.7以 下で それぞ
れ本細 菌を死 滅 させた。一方,他 の有機 酸お よび塩酸 は,pH5以 下で細 菌の増殖 を停止 させ た(図5)。
含糖培地 に酢酸お よび乳酸 を添加す る と,1,H型 菌 は増殖 を阻害 された。培地 中のpHを 中性域 に し
たとき も増殖 は抑制 され,酢 酸添加 区で 対照 区の50%,乳 酸添加 区で は70%の増殖 に止 ま った(表3)。
以上 の結果 か ら,合 成培地 にお いて も,H型 菌は1型 菌 に くらべ て多量 の酢 酸を産生 し,そ の量は糖
含量 の高い区で著 しい こと,ま た,こ の酢酸が培地中 に集積す ると,細 菌の増殖 は抑制 され,や がて死
滅す ることが明 らか とな った。 そこで,合 成 培地上のH型 菌 による有機酸集積 について,さ らに検討を
加えた。
表2ペ クチ ン酸添加培地における空胴病菌の静置培養に伴 う酢酸産生
供試菌 ペ ク チ ン酸a PHb 細菌数b 酢酸b
1型菌
1型菌
ポ リガ ラ ク ツ ロ ン酸
ポ リガ ラ ク ツ ロ ン酸 一 ナ ト リウ ム
対 照(グ ル コ ー ス)
ポ リガ ラ ク ツ ロ ン酸
ポ リガ ラ ク ツ ロ ン酸 一 ナ トリ ゥム
対 照(グ ル コ ー ス)
7.60
7.55
5.75
5.48
5.50
5,2工
4,5×108cells/πし乙
3.3x108
81
.Ox10
8,0×106
4.2x10'
1.Ox108
19μM/掘
12
0
160
ユ20
z
注)a各1%溶 液
b106cellsを接 種 し,30℃で48時間 培 養
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表3
乳 酸
0
/
6.54.55.5
コ ハ ク 酸
●凋koノ ノ●
6.04.56.04.56.04.56.0
培養開始前の培地のpH
各種有機 酸でpHを 調整 した培地 にお け る1型 菌お よびH型 菌の増殖
空 胴病 菌の増殖に及ぼす酢酸お よび酢酸 ナ トリウムの影響
塩酸(対照)
〆 儀 『.
●1型 菌
OH型 菌
6.54.55.56.5
ク エ ン酸 リ ン ゴ酸
〆ロ ダー
4.56.04.5
添加有機酸
有 機 酸の
濃 度
培養前pH
細菌増殖度(OD570nm)
1型菌 皿型菌
培養後pH
I型菌n型 菌
??
?
????
?
?
?????
1μM/ml
3
5
io
1
3
5
10
6.83
6.75
6.50
5.98
6.90
6.73
6.80
6.80
6.80
1.566
1.027
0.595
0.007
1.560
1.500
1.500
1.213
2.71
0.443
0.276
0.255
0.007
0.508
0.525
0.475
0.411
0.938
s.is
6.23
6.13
5.62
6.21
6.03
6.08
6.0ユ
6.43
6.20
6.15
5.95
5.62
6.08
6.03
6.05
5.98
4.73
OD570nm=i,0の 細 菌 懸 濁 液 を,培 地 量 の1/100量接 種 し,30℃で24時間 培 養 した。
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2.H型 菌に よる有機酸の集積
H型 菌を グル コース添加培地 で培養 して ピル ビン酸が検 出されたのは,培 地中のpHが6以 下で,酢
酸が2.5μM以 上検 出された後 であ った。pHを6以 上 に調整す ると,酢 酸が集積 して もピル ビン酸の
検出量は減少 した。 クエ ン酸 および コハ ク酸 は検 出され なか った。 乳酸は,H型 菌の増殖 によ り5μM駕
程度産生 され るが,1型 菌 では少量 の産 生 に止 まった。乳酸脱水素 酵素 の活性 は,細 菌体蛋 白質1%あ
た り,1型 菌で62,5単位,1型 菌で ユ68単位 を示 し,∬ 型 菌で 高か った。
以上の結果か ら,∬ 型菌 では酢酸の集 積 に伴 うpHの 低下 によ って ピル ビン酸が集積す る こと,乳 酸
の産 生 に関与 して いる酵素 の活性が高 いため,乳 酸 も集積 す ることが明 らか とな った。
3.ペ クチ ン分解酵素 の活性
ペ クチ ン酸 添加培 地,グ ル コース添加培 地お よび ブイ ヨン培地 の各培養 瀕液について,タ バ コ葉肉組
織の崩壊 力を比較 した。1型 菌 の培養瀕 液は,い ずれの培地で も強 い組織崩壊 力を示 した。H型 菌の培
養瀕液 は,1型 菌に くらべて組織崩壊 力が弱 く,グ ル コース添加培地 での培養 瀕液は,pHが 低下 し,
葉肉組織 の崩 壊力 も示 さなか った。 また,細 菌培養瀕液 によるタバ コ葉 肉組織 の崩壊 は,ペ クチ ン含量
の低 い生 育段 階の若 い葉で起 こり易 い傾 向があ った。培地 にペ クチ ン酸を0.2～0.3%に なるよ うに添
加 して培 養 した とき,1,H型 菌の培 養瀕液 は,強 い葉 肉組織崩壊 力を示 した。
ペ クチ ン分解酵素の活性pH域 は,1型 菌 と1型 菌で ほ とん ど差異 はな く,葉 肉組織 の崩壊 はpH5.5
～7 ,ペ クチ ン酸の粘度低下 はpH6～8,ペ クチ ンの還元 はpH5.3と8.3付 近でそれぞれ 高 く,ペ
クチ ン酸 トランスエ リ ミナーゼ(PATE)はpH8.3付 近 で高い活性 を示 した。
軟腐 した タバ コ葉中肋部 のPATE活 性 につ いて,1型 菌およびH型 菌を用 いて検討 した ところ,前
者は後者の約27倍で あ った。 グル コー ス添加培地 におけ るH型 菌の培養瀕液 には,PATE活 性 は認め
られなか った。酢酸,蟻 酸,乳 酸お よび リンゴ酸 などは,培 地中のpHを 活性 域外 に変動 させ るため,
PATE活 性 を低下 させ た。 しか し,こ れ らの ナ トリウム
塩では,培地中のpHの 変動がほとんどみ られないことも
あり,活性の低下は認められない(図6)。
以上の事実は,皿型菌は1型 菌よりペクチン分解酵素の
活性が低いこと,お よび,本 病原細菌の増殖に伴い産生 さ
れる多量の酢酸 と,タバコ植物が本来含有 しているリンゴ
酸が,組 織のpHを,病 原性に直接関係す るPATEの 活
性pH域 外に変動 させるため,H型 菌の病原性はさらに低
下することを明らかとした。
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皿 ま と め
タバコ空胴病菌には,強病原性の1型 菌と弱病病性の皿型菌とが存在する。1型 菌は糖の分解により
産生された有機酸を増殖によく利用 し,ペクチン分解酵素の活性 も高い。1型 菌は産生された酢酸を集
積 し,これが細菌の増殖およびペクチン分解酵素の活性を抑制するため,弱病原性を示すことを明 らか
にした。また,タ バコ葉組織内では,糖 およびペクチン含量が多いほど,本 細菌の増殖と組織崩壊作用
が抑制されることも明らかにした。
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審 査 結 果 の 要 旨
E痂廠 ・αr・6・〃・γαsubsp.・αγ・6・〃アα菌に起因す るタバコ空胴病は,東北地方で栽培されて
いるバーレー種に多発する重要病害である。本論文は本病原細菌の病原性の発現機構の各種要因
について検討 した実験結果である。
先ず,東 北地方の罹病タバコ葉から分離 された空胴病菌197菌株を培地上の集落の特徴および
病原性によって1型 菌(強 病原性)お よび 皿型菌(弱 病原性)の2型 に類別 した。
次に,タバ コ組織内では1型 菌は旺盛に増殖するが,糖 含量の高い葉肉組織での ∬型菌の増殖
は極めて不良であった。病斑部において,糖 の分解により検出される有機酸は主に酢酸で,こ れ
は本病原細菌の増殖を抑制 した。一方,培 地上において菌の増殖 に伴 って産生される有機酸の種
類および量には,1型 菌と 皿型菌の間で差異がみられた。すなわち,1型 菌は乳酸,酢酸,ク エ
ン酸,コ ハ ク酸を,皿 型菌は乳酸,酢 酸,ピ ル ビン酸をそれぞれ産生 し,乳酸および酢酸産生量
は,H型 菌の方が多かった。H型 菌は糖含量が高いと,多量の酢酸を産生 し,この酢酸の集積に
よってpHの 低下,乳 酸や ピル ビン酸の集積が起こり,この結果,菌 の増殖は抑制 され,や がて
死滅する。また,皿型菌はペクチン分解酵素活性も低 く,酢酸の集積によるpH低 下がペクチン
酸 トランスエリミナーゼ'活性を抑制 し,これらが病原性の低下に関与することを明 らかにした。
以上,本 研究はタバコ空胴病病原細菌の病原性の発現機構 に関するいくつかの要因を明らかに
し,本病防除に資する点が少なくない。よって,審 査員一同は農学博士の称号を授与するに値す
る業績であると判定 した。
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